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中文摘要 
弓蟲（Toxoplasma gondii）是一種專性細胞內寄生的原蟲，此







matrix, ECM），包括  fibronectin。這些蛋白分解酶（proteolytic 
enzymes）在生理和病理方面佔有重要地位，就如同發炎反應的的調
節器。藉由 zymography 分析細胞培養液蛋白分解酵素活性，在已感
染之星狀膠細胞，發現在 1 至 48 小時都可偵測到分子量 72 kD 及 94 
kD 的酵素活性，在感染後第 24 和 48 小時達到最高峰。細胞外基質
在弓蟲引起寄生蟲性腦膜腦炎過程中發生改變，感染弓蟲第 1 小時
fibronectin 開始增加，fibronectin monomer 在第 12～48 小時明顯的增
加（P<0.05）。本研究顯示 MMP-2 及 MMP-9 酵素活性與弓蟲腦炎
有關，且可以做為弓蟲引起腦炎的指標性酵素。 
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英文摘要 
Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite 
with a global distribution among humans and animals. Matrix 
metalloproteinases (MMPs) were a family of zinc metallo-endopeptidases 
that degredate cell matrix proteins, such as fibronectin. The MMPs were 
produced as zymogens with a signal sequence and propeptide segment 
that must be removed during activation. The intensity of molecular mass 
72 kD and 94 kD bands was increased gradually from 1 to 48 h post-
inoculation. The molecular mass 440 kD bands were detected at all time 
points, and the intensity was increased gradually from 1 to 48 h post-
inoculation. The molecular mass 220 kD bands were also increased 
gradually from 12 to 48 h post-inoculation. Our study showed that the 
activity of MMP-2 and MMP-9 may play a role in the pathogenesis of 
toxoplasmic encephalitis. 
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簡寫表 
AIDS  (acquired immune deficiency syndrome) 
HIV  (human immunodeciency virus) 
MMPs (matrix metalloproteinases) 
ECM  (extracellular matrix) 
TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) 
AP-1  (activator protein-1) 
PEA3  (polyoma enhancer A binding protein-3) 
TIE  (TGF-β inhibitory element) 
SBE  (STAT binding element) 
C/EBP-β (CCAAT/enhancer binding protein-β) 
OSE-2 (osteoblast-specific element-2) 
SPRE  (stromelysin-1 PDGF-responsive element) 
TRF  (octamer binding protein) 
Sil  (Silencer sequence) 
NF-κB (nuclear factor kappa binding protein) 
NF-1  (nuclear factor-1) 
RARE (retinoic acid responsive element) 
MAPK (mitogen-activated protein kinase) 
BBB  (blood-brain barrier) 





































第一節、 速殖子 (tachyzoites) .................................................17 
第二節、 細胞株........................................................................17 
第三節、 Zymography...............................................................17 
第四節、 Fibronectin 的分析-西方點墨法(Western blotting)..18 
第四章、研究結果與分析 ...............................................................22 
第一節、 基質金屬蛋白酶分析 ...............................................22 





附圖            ……………………………………………………………..34 
作者簡歷    ……………………………………………………………..36 
 
附圖目錄 
Figure 1. Time course studies for MMP-2 and 9 enzyme activity from cell 
cultured medium of astroglia.        ............................................34 
Figure 2. Time course studies for fibronectin protein levels from cell 
cultured medium of astroglia.      ..............................................35 
 
 




如在懷孕婦女（Desmonts and Couvreur, 1974）或後天免疫缺失症候













炎（Porter and Sande, 1992）。 
弓蟲是專性細胞內寄生之原蟲，可寄生於絕大部分有核之細胞
中，其感染之動物範圍幾乎包括所有的哺乳動物及一部分的鳥類
（Biancifiori et al., 1986; Dubey, 1987; Frenkel, 1988），且分布遍及全
世界。弓蟲的生活史分為有性（sexual）與無性（asexual）生殖兩個
階段。 
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人類感染弓蟲（Toxoplasma gondii）引發的病症中最主要的為弓
蟲性腦炎（toxoplasmic encephalitis），該病徵是由於弓蟲感染之後破
壞中樞神經系統而造成嚴重的腦部傷害（Luft and Remington, 
1992）。當宿主免疫系統正常時，可壓抑速殖子之繁殖，使其轉移
至深部組織中，如中樞神經或肌肉，同時速殖子亦會轉變為生長緩
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在貓科動物之外的動物體內則為無性階段時期（Frenkel, 




















（ toxoplasmic encephalitis ）常由上述的情形而造成嚴重病況
（ Murray et al, 1984; Canessa et al., 1992; Luft and Remington, 
1992）。所以緩殖子造成的慢性感染對於宿主而言就像是一顆不定




弓蟲在分類上有Phylum apicomplexa、Class sporozoa與Subclass 
coccidia等三類，為絕對之細胞內寄生性原蟲，可寄生於幾乎所有有
核之細胞中，其感染之動物範圍幾乎包括所有的哺乳動物及一部分
的鳥類（Biancifiori et al., 1986; Dubey and Beattie 1988; Frenkel, 1988; 











般並不明顯。只有在懷孕婦女（Desmonts and Couvreur, l974）、器
官移植者（Israelski and Remington, 1993）、藥物控制者（使用類固
醇降低兔疫力者）（ Israelski and Remington, 1993）或AIDS病人
（Luft and Remington, 1992）身上才有可能看到較嚴重的病症。所以
根據上述的生活史可知，人類感染弓蟲主要來自於食物。所以防止















科動物所排出的卵囊可感染許多的哺乳動物和鳥類（Biancifiori et al., 





飲水而被感染（Hay and Hutchison, 1983）。另外，黏膜接觸、器官
移植（Israelski and Remington, 1993）或輸血感染及透過胎盤的垂直
感染（Desmonts and Couvreur, 1974）亦是重要傳染途徑。 
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在家畜方面，養猪場傳染弓蟲的危險因子與貓和齧齒類動物有
關，若貓和齧齒類動物愈多的地方，猪場中猪隻的弓蟲血清陽性率



















或受到人類免疫不全病毒（human immunodeficiency virus, HIV）感
染的病人（即AIDS病人），這種免疫缺失病人往往在感染弓蟲後會
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可了解抵抗弓蟲感染所需之有效免疫機制為何（Murray et al., 1984; 










加以處理，最後往往會造成死亡（Luft et al., 1993）。已有研究指出
約22至51%的AIDS病人會有這樣的病徵出現（Leport et al., 1988; 





胎兒的運動障礙，智力發展受損和目盲（Remington and Desmonts, 
l990），亦會併發腦部鈣化或水腦症、及脈絡膜視網膜炎（Pinon et 
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al., 1985; Porter and Sande, l992）。這些先天感染的胎兒出生後，主
要以中樞神經系統、全身內臟器官的疾病或生長障礙來表現，而且
發現兩側額骨之額葉、兩側尾核之頭側、兩側腦室周圍白質，可見





1990; Malik et al., 1990）、綿羊（Malik et al., 1990）、牛（Dubey, 
l986）、猪（Dubey et al., 1986）在懷孕時初次感染弓蟲為其流產的







葉酸輔酵素（coenzyme folic acid）之活化形式（active form）的形
成，使蟲體最終無法獲得足夠的活化形式的葉酸，導致蟲體無法正
常製造所需的核酸，最後走向死亡。目前用於治療弓蟲症的磺胺藥
劑主要有四種，即 Pryimethamine 、 sulponamide 、 spiramycin 與
clindamycin。其中較常用的藥物為前兩者，而且這兩種藥物使用在


















spiramycine、 trimethoprim、 tetracyclines、 folic acid、 antifolates、
macrolides、trioxanes、immune mediators均可用於治療弓蟲症，其中
γ干擾素（interferon-γ）曾被使用於治療小鼠的弓蟲症（Suzuki et al., 
1990），但是治療效果仍以pyrmethamine和sulfadiazine為最佳。 
一般人最容易感染的途徑為誤食到被囊胞或卵囊所污染的肉品
（Dubey et al., 1986），因此所有的肉類食物都應充分煮熟，儘量不
要生食。養貓者應避兔讓家貓在外面獵食，並供應乾的罐裝或煮熟



















鋅（Zn2+）的 endopeptidases 家族，能分解細胞外間質（extracellular 
matrix, ECM）的 proteoglycans、醣蛋白（glyproteins）及其他各類的
膠 原 蛋 白 組 成 （ collagens ） 。 這 些 蛋 白 分 解 酶 （ proteolytic 
enzymes）在生理和病理方面佔有重要地位，就如同發炎反應的的調
節器。MMPs 的不正常表現與許多中樞神經系統疾病有關，例如，
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多發性硬化症（multiple sclerosis）（Cossins et al., 1997）、阿滋海
默症（ Alzheimer’s disease ）及 malignant glioma （ Yong et al., 
1998）。另外，MMPs 的出現在腦膜炎是一項重要的指標，從罹患
病毒（Kolb et al., 1998）、細菌（Gijbel et al., 1992; Kieseier et al., 
1999）、黴菌性（Matsuura et al., 2000）及寄生蟲性（Lai et al., 
2004）腦膜炎的動物或病人的腦脊髓液檢體中，可發現 MMP-9 的活
性增加。腦膜炎或腦膜腦炎發生過程中，白血球滲入蜘蛛膜下腔與
血腦障壁（blood-brain barrier, BBB）的破損有關（Quagliarello et al., 
1986; Quagliarello et al., 1992）目前已知 BBB 的損壞常伴隨基底膜上
細胞外質（extracellular matrix, ECM）的分解，即 ECM 的分解會導
致 BBB 被破壞形成缺口（Rosenberg et al., 1993; Robert and Robert, 
1998）。纖維連結蛋白（fibronectin, FN）屬於 ECM 成分中的非膠
原糖蛋白（non-collagenous glycoprotein）。纖維連接蛋白的分子量
為 440 KD ，它是由兩條多肽鏈構成的二聚體，而每個亞基肽鏈上含
有許多相同的分子決定簇結構模式，這種結構模式包括兩個細胞結
合位點和分別與膠原、肝素及纖維素特異結合的位點。氨基酸序列
分析表明 FN 肽鍵中具有很多 Arg-Gly-Asp（RGD）三肽結構，人們




FN 主要存在於血漿、細胞外基質纖維和基底膜中。不溶性 FN 是指
裝配到細胞外基質中的 FN，它必須是二聚體的形式，因為只有二聚
體 FN 才能通過其位點成纖維細胞上的 α5β1 受體相互作用，摻入到
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ECM 中，然後通過轉谷氨酰胺酶的交聯，才使摻入 ECM 的 FN 更穩
定（Nagai, 1996; Barilla and Carsons, 2000）。 
基質金屬蛋白酶正常時參與各種主要的生理功能，如受傷時傷
口的癒合（wound healing）、結締組織的重建（remodeling）與修補
（ repair ） 、 排 卵 （ ovulation ） 、 胚 胎 著 床 （ blastocyst 







的侵襲及轉移（Basset et al., 1997; Johnsen et al., 1998）。 
目前已知約有二十個以上的基質金屬蛋白酶家族成員，依其結
構及受質的特異性可細分為collagenases（MMP-1、MMP-8、MMP-
13 及 MMP-18 ）、 gelatinases （ MMP-2 、 MMP-9 ）、 stromelysins 
（ MMP-3 、 MMP-10 及 MMP-11 ） 、 matrilysin （ MMP-7 ） 、
macrophage elastase（MMP-12）與membrane-type MMPs（MT-MMP-
1 to MMP-4 or MMP-14 to MMP-17）（Woessner, 1994; Birkedal-
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酶抑制劑（tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMPs），等量結合
於活化態基質金屬蛋白酶之N端高度保留性鋅所結合的催化區域，而




level）的調控（Johnsen et al., 1998），通常在誘發性基質金屬蛋白
酶基因（inducible gene），包含MMP-1、MMP-3、MMP-7、MMP-
9、MMP-10、MMP-12、MMP-13的起始區域（promoter regions）均
具有AP-1（activator protein-1）、PEA3（polyoma enhancer A binding 
protein-3）、TIE（TGF-β inhibitory element）、GC、Sp-1 binding 
site、SBE（STAT binding element）、C/EBP-β（CCAAT/enhancer 
binding protein-β）、OSE-2（osteoblast-specific element-2）、SPRE
（stromelysin-1 PDGF-responsive element）、TRF（octamer binding 
protein）、Sil（silencer sequence）、NF-κB（nuclear factor kappa 
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（growth factors）及致癌基因（oncogene）產物，及細胞形態改變或
受到環境壓力刺激時，活化MAPK（mitogen-activated protein kinase, 
ERK, JNK/SAPK, p38 ） 訊 息 傳 遞 途 徑 （ signal-transduction 
pathways），結合至基質金屬蛋白酶基因起動子（promoter）上的
AP-1及ETS轉錄因子，誘發調控基質金屬蛋白酶的轉錄表現





inflammatory disease）它扮演破壞血液 -腦脊髓液障壁（ blood-
cerebrospinal fluid barrier）及血腦障壁（blood-brain barrier, BBB）的




促進基質金屬蛋白酶-9活性與量的增加（Gijbels et al., 1994; Mun-




膜炎，其基質金屬蛋白酶-9活性的表現非常類似（Liuzzi et al., 2000; 
Williams et al., 2002），因此推測基質金屬蛋白酶-9與廣東住血線蟲
感染的致病過程有關。 























週後再去感染弓蟲速殖子(TS-4 Strain)，再經過第 1 小時、第 6 小
時、第 12 小時、第 24 小時、第 48 小時後分別用 zymogarphy 和




Cultured for 1 week 
Cells (1X106) (Astroglia) 
Zymography Western Blotting 
Infected with Toxoplasma gondii (TS-4 strain) 
0         1 h        6 h        12 h        24 h       48 h 
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第三章 研究方法 
第一節 速殖子（tachyzoites） 
弓 蟲 速 殖 子 （ TS-4 strain ） 購 自 American Type Culture 




（BCRC-60371），由-80 ℃冷凍解凍培養 1 週，試驗組細胞株分為
6 組，分別為未感染的對照組、弓蟲感染速殖子第 1 小時、第 2 小
時、第 6 小時、第 12 小時、第 24 小時。對照組細胞株分為 6 組，




來分析，膠體的配製法（gel preparation） 與 SDS-PAGE 相同，不同
的是 separating gel 中加入 0.1% 的 gelatin （Sigma, USA）。電泳
後，取下膠片，加入 100 ml washing buffer（2.5% Triton X-100 in 
double-distilled water）清洗 gel。在室溫下搖動 30 分鐘，換 washing 
buffer 再洗一次。倒掉 washing buffer，膠片以 double-distilled water 
清洗一次。加入 200 ml reaction buffer （40 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 
mM CaCl2, 0.01% NaN3），在 37 ℃作用 18 小時以上。以 stain 
solution （0.25% Coomassie Blue R250, in 50% methanol, 10% acetic 
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H2O 4.35 ml 
1.5 M Tris pH 8.8 2.5 ml 
10% SDS 0.1 ml 
Acly/bis 2.5 ml 
10% APS 50 μl 
TEMED 5 μl 
2% Gelatin 0.5 ml 
 
上層膠 ( stacking gel) 
 
 4% 
H2O 3.02 ml 
0.5 M Tris pH 6.8 1.25 ml 
10% SDS 0.05 ml 
Acly/bis 0.67 ml 
10% APS 25 μl 
TEMED 10 μl 
 
第四節 Fibronectin 的分析- 西方點墨法（Western blotting） 
蛋白質 fibronectin 的檢測方法，將檢體（細胞培養液）在 4 
℃，12,000 x g 離心 10 分鐘，取上清液並進行定量。將萃取出之新
鮮蛋白質，填入 SDS 電泳膠片（以 Bio-Rad 試藥自行配製）進行電
泳。電泳結束後，將膠片上之蛋白轉移至 nitrocellulose membrane。
利用 primary antibody （fibronetin Ab-11 mouse monoclonal antibody, 
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clone FBN11, Lab vision）及 horse radish peroxidase (HRP)-conjugated 
secondary antibody（anti-mouse, Jackson ImmunoResearch）進行反
應 ， 以 ECL （ enhanced chemiluminescence, Perkin Elmer Life 
Sciences）檢測蛋白質。 
 
Western blotting 的步驟和製膠方法 
 
1. 膠體的配製法（Gel Preparation）同 SDS-PAGE（spacer 使
用 1.5 mm）。 






3. 將 sample 與 sample buffer（含β-mercaptoethanol）以 1:1 混
合，在加熱器上加熱 90 ℃煮沸 5 min。 
4. 加熱完後，不可將蓋子打開。 
5. 以 8000 rpm 離心 10 sec，每個 sample loading 30 μl，並且加
入 loadding Marker 7.5 μl 以 110 V 電壓進行電泳（約 60-90 
min）。 
6. 取下膠片以 transfer buffer 清洗。 















示：      正極                  負極 







8. 置電泳槽中，將電永槽放置於 4 ℃冰箱中以 30 V 進行
transfer 12 小時（或 25 V / 18 hr），當電流安培大於 100 
mA 時換 transfer buffer。 
9. 將 NC paper 取下以 5%低脂奶粉溶於 PBST（ PBST ; PBS
加 0.1% Tween 20；Tween 20 黏稠可將 tip 頭剪一斜角） 。
blocking 1 小時（將 NC paper 上未有 protein 的位置填
滿）。 
10. NC paper 以 wash buffer （PBST）清洗三次（10 min/1 次，
15 min/2 次）。  
11. 加入 primary antibody 反應 1 小時。 
12. 以 wash buffer （PBST）清洗三次（10 min/1 次，15 min/2
次）。 
13. 加入 second antibody 反應 45-60 min。 
 
 
1. 手不可以接觸到 NC paper 及濾紙，避免手印印上去
而影響 protein 覆著於 NC paper。小心會留下指紋証
據。要用之鑷子及剪刀需用酒精清潔擦乾。 
2. NC paper 及濾紙可以先剪成與玻璃（小）的大小存
放，NC paper 依所需剪成可以覆蓋過所要的 band 範
圍即可。NC paper 價格高請節約。 
gel NC paper 





14. 以 wash buffer （ PBST） 清洗二次（10 min/2 次）。 
15. 加入 ECL 反應液 1 ml。 
ECL 有兩瓶試劑，以 1:1 混合（需避光，使用前混合）。 
16. 壓 X 光片。 
17. X 光片沖洗與顯影程序如下： 
Æ 顯影---水洗---定影---水洗---晾乾 
1. primary antibody 及 second antibody 以 PBS 加 1%BSA 
buffer 稀釋。 
(1ml PBS 加 0.01g BSA) 
2. 加 primary antibody 及 second antibody 時可將 NC 




性，特別是 MMP-2 與 9，藉由 zymography 分析細胞培養液蛋白分
解酵素活性（Fig. 1）。在已感染之細胞發現在 1 至 48 小時都可偵測
到分子量 72 kD 及 94 kD 的 MMP 酵素活性，在感染後第 24 和 48 小
時達到最高峰。圖中 72 kD 的部份為 MMP-2，94 kD 部份為 MMP-
9，這兩個酵素在隨著弓蟲速殖子處理時間增加下，酵素活性逐漸增
加，代表細胞感染弓蟲速殖子後，其 MMP-2 和 MMP-9 的酵素活性
隨著時間增加而反應也逐漸昇高。 
 
第二節 Fibronectin 分析 
第二部份觀察弓蟲速殖子處理下，細胞外基質 fibronectin 的變
化。細胞外基質在弓蟲引起寄生蟲性腦膜腦炎過程中會發生改變，
本實驗結果指出，感染弓蟲第 1 小時 fibronectin 開始增加，
fibronectin monomer 在第 12 至 48 小時明顯的增加（P < 0.05）（Fig. 
2）。440 kD FN 為二聚體，因為只有二聚體 fibronectin 才能通過其
位點成纖維細胞上的 α5β1 受體相互作用，使插入 ECM 的 fibronectin
更穩定，而 220 kD 為單聚體故其反應程度就不像 440 kD 那麼快。 
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第五章  討論 
基質金屬蛋白酶（matrix metalloproteinases, MMPs）是一種含鋅
的金屬酵素，以酵素原型態（proenzyme）產生，能分解細胞外質
（extracellular matrix, ECM）。MMPs 的不正常表現與許多中樞神經
系統疾病有關，例如，多發性硬化症（multiple sclerosis） （Cossins 
et al., 1997）、阿滋海默症（Alzheimer’s disease）及 malignant glioma
（Yong et al., 1998）。另外，MMPs 的出現在腦膜炎是一項重要的
指標，從罹患病毒（Kolb et al., 1998）、細菌（Gijbel et al., 1992; 
Kieseier et al., 1999）、黴菌性（Matsuura et al., 2000）及寄生蟲性
（Lai et al., 2004）腦膜炎的動物或病人的腦脊髓液檢體中，可發現
MMP-9 的活性增加。腦膜炎或腦膜腦炎發生過程中，白血球滲入蜘
蛛膜下腔與 BBB 的破損有關（Quagliarello et al., 1986; Quagliarello et 
al., 1992）。另外，星狀膠細胞以 lipopolysaccharide （LPS）刺激
後，MMP-2 及 MMP-9 活性均明顯增加（Liu et al., 2007），此研究
結果與本篇實驗以弓蟲感染星狀膠細胞的結果類似。這些結果顯示
MMP-2 及 MMP-9 參與弓蟲感染星狀膠細胞所引起的發炎反應。 
MMP-9 由細胞合成分泌在未接受到受質（活化物）前為未活化
型，MMP-9 可自體活化或經由其他的蛋白酵素所活化，在活化時會
將 propeptide 從活化位處被切除（van Wart and Birkedal-Hansen, 1990; 
Kleiner and Stetler-Stevenson, 1993），在還原狀態下，MMP-2 可將
pro-MMP-9 活化成活化型 MMP-9，分子量由 94 kD 變為 84 kD
（Zhao et al., 2003）。在研究中感染弓蟲的細胞可偵測到分子量 94 
kD 的 band 此為 pro-MMP-9。 
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纖維連結蛋白（fibronectin, FN）屬於糖蛋白類，FN 的分子

















（Han et al., 2006）。本篇實驗中纖維連結蛋白的增加與分解與
MMP-2 及 MMP-9 的活性一致，顯示弓蟲感染星狀膠細胞過程
中，MMP-2 及 MMP-9 參與細胞基質的降解過程。 
弓蟲症的世界性分布，對人類健康與經濟動物的影響甚巨，過
去弓蟲症在台灣的盛行率並不高（Fan et al., 2002; Hung et al., 
2005），但由於國人飲食習慣逐漸改變傾向歐美化，感染弓蟲的機
 - 25 - 
會因此提高，加上近年來愛滋病在台灣日趨嚴重，因此弓蟲症的研
究在台灣日益重要。 
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inflammatory disease）它扮演破壞血液 -腦脊髓液障壁（ blood-
cerebrospinal fluid barrier）及血腦障壁（blood-brain barrier, BBB）的




促進基質金屬蛋白酶-9 活性與量的增加（Gijbels et al., 1994; Mun-
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Figure 1. Time course studies for MMP-2 and 9 enzyme activity from cell 
cultured medium of astroglia. (a) Zymography of MMP-2 and 9. (b) 
Relative activity of MMP-2 and 9 at various time points. The intensity of 
molecular mass 72 kD and 94 kD bands was increased gradually from 1-
48 h post-inoculation.  




Figure 2. Time course studies for fibronectin protein levels from cell 
cultured medium of astroglia. (a) Detection of fibronectin in immunoblot. 
(b) Relative protein levels of fibronectin at various time points. The 
molecular mass 440 kD bands were detected at all time points and 
increased gradually from 1 to 48 h post-inoculation. The molecular mass 
220 kD bands were also increased gradually from 12 to 48 h post-
inoculation. 
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